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論文の内容の要害
一
転写因子Nrf2(Nuclear factor erythroid 2 related factor 2)は細胞レベルの酸化ストレスや親電子ストレス応
答において基幹となる分子であり、非小細胞肺癌においては高頻度に活性化が認められる。著者らはこれま
でに Nrf2がヒト肺癌細胞の増殖と抗癌剤への耐性を促進することを報告してきた。本研究では、培養細胞
を用いて、非小細胞肺癌における Nrf2の活性化及びNrf2依存性の細胞増殖の分子機構を明らかにするとと
もに、臨床検体も用いて特に上皮成長因子受容体 (Epidermalgrowth factor receptor; EGFR)を介するシグナ
リング機構について検討した。
(対象と方法)
3種類の非小細抱肺癌細胞株NCI・H292細胞、 PC-9細胞、及びA549細胞を用いた。各細胞の Keap1(Kelch-
like ECH-associated protein-1、Nrf2抑制タンパク)と EGFRの遺伝子変異を直接シークエンス法により解析し
た。 EGFRリガンド刺激後の Nrf2活性化、各シグナル分子のリン酸化はウエスタンブロット、細抱増殖は
MTIアッセイで調べた。酸化ストレス刺激としてタバコ抽出液 (CSE) を各細胞に添加し、増殖に対する
影響を検討した。 Nrf2及びKeap1のmRNAをRNA干渉法で抑制し、細胞増殖に対する影響を検討した。非
小細胞肺癌患者からの組織標本の DNAを抽出し、 Keap1及びEGFR遺伝子変異を確認するとともに、免疫
染色でNrf2の活性化や標的遺伝子の発現を検討した。
(結果)
1) NCI-H292細胞ではKeap1とEGFR遺伝子はともに野生型であった。 PC-9細胞の Keap1遺伝子は野生
型であったが、 EGFR遺伝子に EGFR阻害剤感受性変異が認められた。また A549細胞ではKeap1遺伝子に
アミノ酸変異を伴う遺伝子変異が認められた。 2)NCI-H292細胞では EGFRリガンド刺激に応じて Nrf2活
性化及び細胞増殖が促進された。これらはEGFR阻害剤及びMEKl/2阻害剤で抑制されたが、 PI3K泊KT阻
害剤では抑制されなかった。 PC-9細胞では EGFR非刺激で、Nrf2の活性化が見られたが、 EGFR臨害剤投与
により間活性化は細胞増殖とともに顕著に抑制された。 A549細胞では Nrf2の恒常的活性化が見られ、
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EGFR阻害剤による細胞増殖抑制は見られなかった。 3)Nrf2特異的siRNAの導入により全ての細胞の増殖
が抑制された。 4)NCI-H292細抱に対する CSE曝露では EGFRリガンド刺激と相加的な細胞増殖が促進され
るとともに EGFR阻害剤に対する感受性の低下が認められた。 PC-9細胞では CSE曝露による細胞増殖の促
進は見られなかったが、 EGFR阻害斉IJに対する感受性の低下が認められた。 A549細胞では CSE曝露による
細胞増殖への影響は認められなかった。 5)EGFR組害剤感受性 EGFR遺伝子変異を有する臨床例で、肺病
変には EGFR限害剤が有効であったが脳転移巣には無効であり、 Keapl遺伝子変異が脳転移巣でのみ検出さ
れた。
(考察)
本研究では、 Nrf2活性化が非小細胞肺癌の縮抱増殖に重要な役割を演じていること、さらに Nrf2依存性
の細胞増殖が、野生株細胞 (NCI-H292) とEGFR活性化遺伝子変異含有細胞 (PC-9) とKeapl変異含有細胞
(A549)を用いて、 EGFRとKeap1のシグナリングの二重支配を受けていることが示されたo Keap1に異常
を伴う細胞では Nrf2が恒常的に活性化されEGFR阻害剤や酸化ストレス誘導性抗癌剤に樹性を示すことと
臨床検体の結果を併せると、 Keap1の機能異常を伴う Keap1遺伝子変異は EGFRI坦害剤耐性の一因になるも
のと考えられ、 Keap1遺伝子変異の検索がEGFR組害剤感受性遺伝子診断に応用できる可能性が示唆された。
審査の結果の要旨
本研究は、非小細胞肺癌の 3種類の細胞株を用いて、 Nrf2依存性の細胞増殖がEGFRとKeap1のシグナ
リングの支配を受けていることを明らかにした点、さらには Keap1の機能異常を伴う Keapl遺伝子変異が
EGFR阻害弗j感受性の一国と考えられることから Keap1遺伝子変異の解析がEGFR阻害斉IJ感受性の遺伝子診
断に応用できる可能性を示唆した点で大いに評価できる。臨床検体による今後の研究の発展に期待したい。
平成 24年1月6呂、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を求め、
関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定した。
よって、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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